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(57) Abstract: The invention relates to a system for temperature-regulated gene expression, in particular for the over-expression of 
cold-adapted, thermolabile proteins originating from psychrophilic organisms. 



(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft Systeme zur temperaturregulierten Genexpression, insbesondere zur Uberexpres- 
sion von kalteangepassten, thermolabilen Proteinen aus psychrophilen Organismen. 
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Wirts-Vektor-Systeme zur Uberproduktion von thermolabilen 
Enzymen psychrophiler Organismen 

Beschreibung 

Die Erfinclung betrifft Systeme zur temperaturregulierten Genexpression, 
insbesondere zur Uberexpression von kalteangepalSten, thermolabilen 
Proteinen aus psychrophilen Organismen. 

KalteangepaBte, sogenannte psychrophile Organismen konnen noch bei 
extrem niedrigen Temperaturen wachsen. Diese Organismen findet man 
unter anderem im arktischen bzw. antarktischen Eis und Meerwasser sowie 
in der Tiefsee. Enzyme dieser Organismen zeichnen sich durch eine hohe 
katalytische Aktivitat bei sehr niedrigen Temperaturen, z.B. 4°C aus. Diese 
Eigenschaft wird durch eine im Vergleich zu Enzymen von warmeliebenden 
Organismen flexiblere Proteinstruktur realisiert. Diese grofcere 
Thermoflexibilitat hat zur Folge, dass ubliche grofctechnische 
Produktionsverfahren, die bei 37°C arbeiten, zum Entstehen von partiell 
denaturierten Produkten fuhren, die als sogenannte EinschluBkorper in den 
Zellen akkumuliert werden konnen, und - sofern uberhaupt -nur mit geringer 
Ausbeute renaturiert werden konnen. 

Feller et al. (Appl. Environ. MikrobioL 64 (1998), 1163-1 165) beschreiben 
die Uberexpression einer kalteangepafcten Amylase aus einem antarktischen 
Bakterium in dem mesophilen Expressionswirt Escherichia coli. Nach 
Expression bei 37°C konnte keine Amylaseaktivitat gemessen werden. Es 
wurde daher vorgeschlagen, nach erfolgter Uberexpression bei 18°C oder 
25 °C die Fermenterkultur uber Nacht bei 4°C zu inkubieren. Durch diese 
lange Temperaturerniedrigung konnte wenigstens die Renaturierung eines 
Teils der uberproduzierten Amylase erreicht werden. Dabei kann jedoch ein 
proteolytischer Abbau der rekombinanten Kalteproteine durch zelleigene 
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Proteasen wahrend der langen Inkubationsdauer erfolgen. Au&erdem ist das 
Verfahren fur eine Produktion im groBtechnischen MaSstab ungeeignet. 

WO96/03521 beschreibt ein kalteinduzierbares Expressionssystem fur den 
Gram-negativen mesophilen Wirt Escherichia coii. Dieses System basiert auf 
den regulatorischen Sequenzen des Hauptkalteschockproteins von E.coli, 
CspA. Weiterhin wird ein kalteinduzierbares Expressionssystem beschrieben, 
bei dem ein mutierter Promotor des E.coli-Phagen A (pL) verwendet wird. 
Dieser Promotor wird durch niedrige Temperaturen von weniger als 20°C 
aktiv und erlaubt somit eine selektive Expression rekombinanter Proteine 
unter diesen Bedingungen. Die beschriebenen Expressionssysteme sollen 
eine korrekte Faltung rekombinanter Proteine bei Temperaturen unter 20°C 
ermoglichen. Ein Nachteil dieses Verfahrens ist die Beschrankung auf das 
Gram-negative Bakterium E.coli, welches bei geringen Temperaturen nur ein 
sehr schlechtes Wachstum zeigt. 

Das wirtschaftliche Potential von kalteangepafcten Proteinen, z.B. Enzymen, 
ist sehr hoch einzuschatzen. Vor allem in der Lebensmittelverarbeitung und 
in der molekularbiologischen Diagnostik finden diese Proteine ein weites 
Anwendungsspektrum, welches bisher jedoch aufgrund der hohen 
Produktionskosten begrenzt war. Es besteht daher ein Bedurfnis, Systeme 
und Verfahren zu entwickeln, die eine kostenkunstige und grofctechnische 
Produktion thermolabiler Proteine ermoglichen. 

Diese Aufgabe wird durch die Bereitstellung eines neuen 
temperaturregulierbaren Expressionssystems gelost, welches vorzugsweise 
auf einer Expressionskontrollsequenz eines fur ein Kalteschockprotein 
kodierenden Gens, insbesondere des cspB-Gens aus B.subtilis basiert und 
dessen Regulation durch einen Antisense-RNA-Mechanismus erfolgt. Das 
System ermdglicht eine kalteinduzierbare Uberexpression in einer Vielzahl 
von Organismen, z.B. eukaryontischen Zellen wie Hefen, z.B. 
Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris u.a. und Pilzen z.B. Aspergillus 
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niger u.a., Oder prokaryontischen Zellen, z.B. Escherichia coli, Lactobacillus 
lactis, Staphylococcus carnosis, Bacillus licheniformis, Bacillus brevis u.a., 
insbesondere in Gram-positiven Bakterien, z.B. in Bacillus subtilis, aber auch 
in Gram-negativen Bakterien. Das System basiert vorzugsweise auf einen 
Promotor, der bei geringen Temperaturen aktiv, jedoch nicht kalteinduzierbar 
ist. Aber auch kalteinduzierbare Promotoren konnen eingesetzt werden. Die 
Verwendung des Gram-positiven Mikroorganismus B. subtilis als 
Expressionswirt ist weiterhin bevorzugt, da dieser besser an Temperaturen 
von 20°C angepafct ist als E.coli, und im Vergleich zu E.coli besser zur 
Sekretion rekombinanter Proteine ins extrazellulare Medium befahigt ist. 
Aufgrund dieser Charakteristika wird durch das erfindungsgemafce 
Expressionssystem ein effektiverer Fermentationsprozefc bei niedrigen 
Temperaturen und eine effizientere und weniger kostspieligere Reinigung der 
gewunschten Proteine nach Uberexpression ermoglicht. 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein System zu 
temperaturregulierten Genexpression umfassend 

(a) eine Genexpressionseinheit enthaltend eine erste Expressions- 
kontrollsequenz mit einem Promotor und einer ribosomalen 
Bindungsstelle, und 

(b) eine Regulationseinheit enthaltend eine Nukleinsaure, die bei 
Transkription eine zur ersten Expressionskontrollsequenz 
komplementare Antisense-RNA ergibt, in operativer Verknupfung mit 
einer temperaturregulierbaren zweiten Expressionskontrollsequenz. 

Die zweite Expressionskontrollsequenz ist vorzugsweise kalteregulierbar, 
d.h. bei einer hohen Temperatur von z.B. 37°C wird die Transkription von 
Antisense-RNA vermittelt durch die zweite Expressionskontrollsequenz 
erlaubt, wodurch bewirkt wird, dass die Translation eines durch die erste 
Expressionskontrollsequenz erzeugten Transkripts aufgrund einer Bindung 
der Antisense-RNA an das Transkript zumindest teilweise reprimiert ist. Auf 
diese Weise wird ein Fermentationsprozeft ermoglicht, bei dem in einer 
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ersten Phase, der sogenannten Wachstumsphase bei hoheren 
Temperaturen, ein schnelles Wachstum der Wirtszellen erfolgt, wahrend bei 
diesen Bedingungen keine oder nur sehr schwache Expression des 
gewunschten Proteins stattfindet. Sobald eine genugend hohe Zelldichte 
erreicht ist, kann dann die zweite Phase der Fermentation, die sogenannte 
Produktionsphase beginnen. In dieser Phase wird das Expressionsystem 
durch Temperaturverringerung induziert und das rekombinante Protein 
uberproduziert. 

Die durch Antisense-RNA vermittelte Temperaturregulierung kann 
grundsatzlich durch zwei verschiedene Ausfuhrungsformen realisiert 
werden. In einer ersten Ausfuhrungsform erfolgt eine Transkription der 
Antisense-RNA nur bei hohen Temperaturen von z.B. > 37°C. Eine Bindung 
dieser Antisense-RNA an die durch die erste Expressionskontrollsequenz 
erzeugte mRNA stromaufwarts oder/und stromabwarts im Bereich der 
Ribosomenbindungsstelle verhindert eine Initiation der Translation des 
Fremdproteins. Die temperaturregulierte Transkription der Antisense-RNA 
kann durch Verwendung temperatursensitiver Repressoren erfolgen, z.B. 
des temperatursensitiven Repressors CI587 des E.coli Phagen A, der nur bei 
Temperaturen unterhalb 37°C korrekt gefaltet und damit aktiv ist. Dies hat 
zur Folge, dass bei einer Temperaturerniedrigung auf 20°C der Repressor 
an seine Operatorregion bindet und damit eine Transkription der Antisense- 
DNA vermittelt durch die zweite Expressionskontrollsequenz verhindert. 
Damit wird keine neue Antisense-RNA bei dieser Temperatur gebildet. Neu 
von der ersten Expressionkontrollsequenz erzeugte mRNA-Molekule sind 
nicht mehr blockiert und konnen sich an die Ribosomen anlagern, eine 
Translation der Fremdproteine wird gestartet. 

In einer zweiten Ausfuhrungsform der Erfindung wird eine Antisense-RNA 
derart konstruiert, dass sie bei einer Temperaturerniedrigung auf 20°C eine 
Sekundarstruktur ausbildet, so dass sie sich nicht mehr an die Ziel-mRNA 
anlagern kann. Mit Hilfe von entsprechenden Computerprogrammen konnen 
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entsprechende mRNA-Sekundarstrukturen vorausberechnet werden. So 
konnen ausgehend von einer gegebenen Sequenz durch schrittweise 
Veranderung entsprechende Antisense-RNA-Molekule erzeugt werden, die 
bei 20°C eine stabile Sekundarstruktur aufweisen, die nicht mehr an die 
Ziei-mRNA bindet. In dieser Ausfuhrungsform wird die Expression der 
Antisense-RNA durch einen vorzugsweise schwachen konstitutiven 
Promotor oder durch einen durch Temperaturverringerung auf 20°C 
abschaltbaren Promotor realisiert. 

Die Antisense-RNA weist vorzugsweise eine Lange bis zu 200 Nukleotiden 
auf, es sind jedoch auch kurzere Antisense-RNA Molekule moglich. 
Vorzugsweise betragt die Lange des komplementaren Sequenzabschnitts der 
Antisense-RNA Molekule 20 bis 1 00 Nukleotide. Die Sequenz der Antisense- 
DNA wird so gewahlt, dass die davon durch Transkription erzeugten RNA- 
Molekule mindestens teilweise die ribosomale Bindestelle der von der ersten 
Expressionseinheit transkribierten mRNA blockieren. 

Die Genexpressionseinheit des erfindungsgemafcen Systems enthalt eine 
erste Expressionskontrollsequenz, die vorzugsweise zur Expression 
thermolabiler Proteine geeignet ist, d.h. bei Temperaturen von < 20°C eine 
effiziente Transkription und Translation ermoglicht. Die erste 
Expressionskontrollsequenz umfafit daher gunstigerweise den Promotor 
oder/und die ribosomale Bindungsstelle eines Kalteschockgens, 
beispielsweise das cspB-Gens von B.subtilis. 

Zusatzlich kann die erste Expressionskontrollsequenz stromabwarts der 
ribosomalen Bindungsstelle eine translatierbare Nukleotidsequenz, 
insbesondere eine effizient bei niedrigen Temperaturen translatierbare 
Nukleotidsequenz enthalten, die zur Verbesserung der Translationseffizienz 
der gewunschten Proteine dient. Diese translatierbare Nukleotidsequenz 
kann z.B. fur den N-Terminus von Kalteschockproteinen kodieren, z.B. fur 
die ersten 10 bis 20 Aminosauren von CspB. Am Ende der translatierbaren 
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Nukleotidsequenz konnen ein oder mehrere, z.B. zwei Stopcodons lokalisiert 
sein, so dass die Translation in Form eines Cistrons mit zwei separaten 
kodierenden Bereichen (translationsverbesserndes Peptid bzw. Polypeptid 
und gewunschtes rekombinantes Protein) erfolgt. Alternativ kann das 
gewunschte rekombinante Protein auch als Fusionsprotein mit dem 
translationsverbessernden Peptid bzw. Polypeptid exprimiert werden, wobei 
in diesem Fall eine Spaltstelle, z.B. eine proteolytische Spaltstelle zwischen 
den beiden genannten Domanen des Fusionsproteins eingebaut werden 
kann. 

Die Genexpressionseinheit kann weiterhin eine Klonierungsstelle in 
operativer Verknupfung mit der Expressionskontrollsequenz enthalten, urn 
die Einklonierung eines gewiinschten Zielgens zu ermoglichen. In einer 
anderen Ausfuhrungsform der Erfindung kann die Genexpressionseinheit 
bereits ein Strukturgen, welches vorzugsweise fiir ein thermolabiles Protein 
kodiert, in operativer Verknupfung mit der Expressionskontrollsequenz 
enthalten. 

Das erfindungsgema&e Genexpressionssystem kann auf einem oder zwei 
Vektoren oder auch auf dem Chromosom einer Wirtszelle lokalisiert sein. Die 
Vektoren sind vorzugsweise prokaryontische Vektoren, d.h. Vektoren, die 
zur Propagierung in einer prokaryontischen Wirtszelle fahig sind. Beispiele 
fur derartige Vektoren sind Plasmidvektoren, Bakteriophagen, Cosmide, etc. 
Bevorzugt werden Vektoren verwendet, die fur eine Propagierung in Gram- 
positiven prokaryontischen Wirtszellen, insbesondere B.subtilis, geeignet 
sind. Die Vektoren weisen einen fiir die jeweilige Wirtszelle geeigneten 
Replikationsursprung sowie vorzugsweise ein Antibiotikumresistenzgen auf, 
um eine Selektion zu ermoglichen. 

Die Erfindung betrifft weiterhin eine Zelle, die ein erfindungsgemaftes 
Expressionssystem enthalt. Vorzugsweise ist die Zelle eine eukaryontische 
Zelle oder eine Gram-positive Zelle, insbesondere eine B.subtilis Zelle. 
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Das erfindungsgemafce Expressionssystem und die erfindungsgema&e Zelle 
konnen in einem Verfahren zur gentechnischen Herstellung von 
Polypeptiden, insbesondere vonthermolabilen Polypeptiden in Prokaryonten 
verwendet werden. 

Die Erfindung betrifft somit auch ein Verfahren zur gentechnischen 
Herstellung von Polypeptiden in einer prokaryontischen Zelle, welches 
dadurch gekennzeichnet ist, dass man 

(i) eine Zelle bereitstellt, die ein erfindungsgemafees Expressionssystem 
enthalt, 

(ii) die Zelle aus (i) in einem geeigneten Medium und unter geeigneten 
Bedingungen kultiviert, die zu einer Expression des gewunschten 
Polypeptids fuhren, und 

(iii) das Polypeptid aus der Zelle oder aus dem Medium isoliert. 

Die Kultivierung der Zelle in Schritt (ii) des erfindungsgemafcen Verfahrens 
wird vorzugsweise auf solche Weise durchgefuhrt, dass bis zum Erreichen 
einer vorbestimmten Zelldichte die Expression des fur das gewunschte 
Polypeptid kodierenden Gens weitgehend reprimiert ist, d.h. unter 
Bedingungen, bei denen die Translation der durch die erste 
Expressionskontrollsequenztranskribierten mRNA durch die von der zweiten 
Expressionskontrollsequenz transkribierten Antisense-RNA zumindest 
weitgehend unterdruckt wird. Nach Erreichen einer vorbestimmten Zelldichte 
wird durch Temperaturanderung, insbesondere Temperaturverringerung auf 
Temperaturen von < 20°C, die Expression des gewunschten Polypeptids 
induziert. 
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Die Erfindung wird weiterhin durch nachfolgende Figuren erlautert. Es 
zeigen: 



Figur 1 die regulatorische Sequenz des Kalte-Schockgens cspB von 
B.subtilis bis zum Startcodon ATG, 

Figur 2 die regulatorische Sequenz des Kalte-Schockgens cspB von 
B.subtilis bis zum 1 6. Codon der kodierenden Sequenz, einem 
anschlieSenden Stopcodon TAA und einem zweiten 
Startcodon (fur eine Expression als Cistron mit zwei 
kodierenden Bereichen), 



Figur 3A ein Beispiel fur eine Antisense-RNA zu cspB von B.subtilis, 

Figur 3B eine schematische Darstellung der Regulation der Synthese 
dieser Antisense-RNA; das Gen fur den thermolabilen 
Repressor, z.B. cl857 kann entweder auf einem Plasmid 
vorliegen oder im Chromosom integriert sein, 



Figur 4 die schematische Darstellung einer ersten Ausfuhrungsform 
des erfindungsgemaBen Expressionssystems (Regulation der 
Antisense-RNA uber einen temperatursensitiven Repressor) 
und 

Figur 5 Beispiele fur Antisense-RNA Molekule mit temperaturlabilen 
Sekundarstrukturen, die fur eine zweite Ausfuhrungsform des 
erfindungsgema&en Verfahrens geeignet sind. 
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Anspruche 

1 . System zur temperaturregulierten Genexpression umfassend 

(a) eine Genexpressionseinheit enthaltend eine erste 
Expressionskontrollsequenz mit einem Promotor und einer 
ribosomalen Bindungsstelle, 

(b) eine Regulationseinheit enthaltend eine Nukleinsaure, die bei 
Transkription eine zur ersten Expressionskontrollsequenz 
komplementare Antisense-RNA ergibt, in operativer 
Verknupfung mit einer temperaturregulierbaren zweiten 
Expressionskontrollsequenz. 

2. System nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die zweite Expressionskotrollsequenz so gewahlt ist, dass bei 
einer hohen Temperatur die Transkription von Antisense-RNA 
vermittelt durch die zweite Expressionskontrollsequenz erfolgt und 
die Translation vermittelt durch die erste Expressionskontrollsequenz 
zumindest teilweise reprimiert ist. 

3. System nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die erste Expressionskontrollsequenz zur Expression 
thermolabiler Proteine geeignet ist. 

4. System nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die erste Expressionskontrollsequenz den Promotor oder/und die 
ribosomale Bindungsstelle eines Kalteschockgens umfafct. 
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5. System nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das Kalteschockgen das cspB Gen von B.subtilis ist. 

6. System nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass stromabwarts der ribosomalen Bindungsstelle der ersten 
Expressionskontrollsequenz noch eine effizient translatierbare 
Nukleotidsequenz angeordnet ist. 

7. System nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Genexpressionseinheit (a) weiterhin eine Klonierungsstelle 
in operativer Verknupfung mit der Expressionskontrollsequenz 
enthalt. 

8. System nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Genexpressionseinheit (a) weiterhin ein Strukturgen in 
operativer Verknupfung mit der Expressionskontrollsequenz enthalt. 

9. System nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das Strukturgen fur ein thermolabiles Protein kodiert. 

10. System nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Transkription der Antisense-RNA durch einen 
temperatursensitiven Repressor reguliert ist. 

1 1 . System nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 
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dass die Antisense-RN A eine thermolabile Sekundarstruktur aufweist. 

12. System nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Antisense-RNA eine Lange bis zu 200 nt aufweist. 

1 3. Zelle enthaltend ein Expressionssystem nach einem der Anspruche 1 
bis 12. 

14. Zelle nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie eine eukaryontische Zelle ist. 

15. Zelle nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie eine Gram-positive Zelle, insbesondere eine B.subtilis Zelle 
ist. 

16. Verfahren zur gentechnischen Herstellung von Polypeptiden in einer 
prokaryontischen Zelle, 

dadurch gekennzeichnet, 
dass man 

(i) eine Zelle bereitstellt, die ein Expressionssystem nach einem 
der Anspruche 1 bis 12 enthalt, 

(ii) die Zelle aus (i) in einem geeigneten Medium und unter 
geeigneten Bedingungen kultiviert, die zu einer Expression des 
gewunschten Polypeptids fuhren, und 

(iii) das Polypeptid aus der Zelle oder aus dem Medium isoliert. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet, 
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dass die Bedingungen in Schritt (ii), die zu einer Expression des 
Polypeptids fuhren, eine Kultivierung bei < 20°C umfassen. 

18. Verfahren nach Anspruch 16 Oder 17, 
5 dadurch gekennzeichnet, 

dass ein Polypeptid aus einem psychrophilen Organismus hergestellt 
wird. 
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